




















































































































































































































Detail　of　sampleY ar Origin Species Gene　　Isolate　No．
pork　　　mirlced　meat　　2004
chicken　　minced　meat　　2004
patient　　　　　　feces　　　　　　2007
patient　　　　　　feces　　　　　　2008
Bangkok
Bangkok
Hokkaido
Hokkaido
Egα」♂勿αγ％窺　　び伽α
E．9召〃勿α鰯窺　　〃醐C－Z
E，9認♂初σ無規　　勿α％α
E．9α」1ガηα剛勿¢　　θ伽。エ
VREO73
VREO74
07156
08171
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時間培養したものを1，000μL採取し，10mM　Tris－1mM
EDTA　buffer（以下，1×TE）（pH　8．0）を用いた遠心洗
浄を1回行い，1×TE（pH　8．0）200μしに再浮遊した．
100μLを別容器にとり，mutanolysin（Sigma－Aldrich）
5，000U／mLを2．5μL，　Lysozyme（Sigma－Aldrich）50
mg／mLを5μL，　Proteinase　K（Invitrogen）10　mg／mL
を15μL加えて37℃で20分間インキュベートした．その
後55℃にし，加熱した1％Sodium　Dodecyl　Sulphate加
1．5％GTG　agarose　110μLを混合し氷上で固化した．固
化したプラグを10mg／mL　Proteinase　K（lnvitrogen）
100μLを添加した1mlの1％N－Lauroylsarcosine　O．5
MEDTA（pH　8．0）に入れ，55℃で一晩インキュベート
した．
　インキュベーション後，プラグは10mしの滅菌蒸留水
（以下，SDW）で2回，その後10　mしの1×TEで2回い
ずれも50QCで15分間ずつ洗浄平衡化した．制限酵素
bufferで平衡化の後，∫窺α1（タカラバイオ㈱）による処
理（75U／プラグ）を30℃で5時間行った．制限酵素処理
はS〃zα1による処理を第一とし，．4加1（タカラバイオ
㈱）処理（75U／プラグ）ならびに、4s61（New　England
Biolab）処理（80　U／プラグ）を併用した．
2）PFGE及び泳動像の分析
　PFGEにはCHEF－DRII　（Bio－Rad　Laboratories）を
用いた．適切な大きさに切ったプラグを1％［W／V］
Seakem　Goldアガロース（タカラバイオ㈱）ゲルに包埋
し，0．5×Tris－Borate－EDTAバッファー中で，バッ
ファー温度14℃，電圧200Vで，（1）パルスタイム3．5秒
から25秒，泳動時問12時間の条件で泳動を行い，次いで
（2）パルスタイム1秒から5秒，泳動時間8時間の条件で泳
動を行った．電気泳動後，ゲルを臭化エチジウム（1μg／
mL）で染色し，紫外線照射下で観察した．　PFGE法によ
り得たDNA切断パターンはPHOTODYNE（Atto）を
用いてTIFFファイル化した．次いでBioNumerics　ver．
4．0（Applied　Math）を用いてDice法により解析した．
なお，クラスター分析には，Tolerance　1．2％の条件で
Unweighted　Pair　Group　Method　with　arithmetic　Aver－
age法を用いた．
結果及び考察
1．食肉からのVRE検出状況
　VREは，食肉及び食肉製品178検体中11検体（6．2％）
から検出された（Table　1）．畜種別では，牛2検体
（3．3％），豚2検：体（4．0％），鶏6検体（14．0％），羊1検
体（16．7％）であった．産地別では，輸入肉2／15検体
（13，3％），国産肉9／163検体（5．5％）からVREが検出
された．また，生食用食肉ならびに生食用食肉製品から
VREは検出されなかった．
　検出されたVREはすべてvanC型であり，　vanA型な
らびにvanB型は検出されなかった．
　人のVRE感染で注意すべきはvanA型，　vanB型であ
るといわれている5）．1990年代のみならず2000年代にも，
輸入食肉からvanA型，　vanB型が検出されたこと6・7），ま
，北海道においてvanB型が人から分離されたこと8・9）
から，食品を介してVREが地域社会に蔓延することが危
惧された．しかしながら，今回検査した北海道で流通する
食肉からは，これらの遺伝子型のVREは検出されなかっ
た．
　石崎ら6），辻澤ら12）によると，食肉から分離されたVRE
は”αηCエ遺伝子を保有するEgα1伽α剛〃zであった．今回，
北海道で分離されたVREの菌種と遺伝子型は，　E　gα勝
ηα剛窺＠侃C1）が9例，　E．6σssθ」卯σ捌5（砂侃C2／3）
が2例であった（Table　1）．今回の調査から，牛肉・豚
肉・鶏肉・羊肉からvanC型が検出され，様々な種類の食
肉にVREが存在していることが確認された．また，現地
で包装された状態の輸入食肉から分離された腸球菌から，
vanA型ならびにvanB型は検出されなかったが，”侃Cエ
遺伝子保有Egα♂1伽σ㍑辮が検出され，海外からVREが
輸入されていることが確認された．複数の経路からvanC
型が食肉を汚染したものであると示唆された．
2．分離株のPFGE
　PFGE法がVREの由来を解析するため有用であること
がBonten　6’〃3》により示され，それ以降，　VRE感染が
みられた時に由来を推定するために用いられている6β・9）．
　近年，国内で発生したvanC型感染で菌血症を惹起する
ことが報告された14）．北海道において人から分離された
vanC型は”αηCエ遺伝子を保有するEgα11伽剛彫であっ
たため，食品との関連を検討するためにPFGEによる解
析を行った（Table　1＆2）．　BioNumericsによる解析像
をFig．1に示した．泳動パターンはすべての株で異なる
pulsotypeを示し，北海道における人から分離された2事
例のVREと，流通する食肉から分離されたVREとの間
で共通の起源 示す菌株は確認されなかった．
　これまでは，vanC型はVCM低耐性であり臨床上問題
視されてこなかったが，菌血症を惹起する可能性があるこ
とから，今後は制御の対象として注意する必要がある．ま
た，過去にvanB型が人から分離され，その由来が不詳で
あることから，今後，食品や食材のVREモニタリングを
実施することが重要と考えられる．
3．PFGEに使用する制限酵素
　VRE菌株に対するPFGEで用いる制限酵素はS〃　α1が
多用ざれる◎8，9）が，いずれもvanA型，　vanB型の解析を
行うことを目的としている．今回，侃ηC1遺伝子を保有
するEgαZ伽α剛規についてPFGEを実施したが，小さ
いサイズのDNA断片が20以上観察された．そこで，
、4勿1ならびに、4soIによる消化を併せて行った．その結
果，、4勿1では12～20のDNA断片が観察され，8吻α1
の結果と同様にすべての菌株は異なる泳動パターンを示し
た（Fig．1）．一方，、4日目　IではDNA断片は2～5本にと
どまり，解析するにいたらなかった（結果は示さない）．
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Fig．1　Dendrogram　of　E．　g∂〃’η∂rαm　lsolates　Which　Possess　y∂ηCI　Gene　from　Food　Stuffs
　　　and　Human　Feces　in　Hokkaido
　　The　pulsotype　of　VREO18　was　not　shown　because　of　smear　by　both　S窺αIand∠LραIdigestions．
　　Arrows　show　human　isolates．
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